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DERIVES CHIM1QUES ET LEUR APPLICATION COMME AGENT 

ANT1TELOMERASE 

La presente invention est relative a la therapie du cancer et concerne 
de nouveaux agents anticancereux ayant un mecanisme d'action bien 
5 particulier. Elle concerne aussi de nouveaux composes chimiques ainsi que 
leur application therapeutique chez I'homme. 

La presente invention concerne I'utilisation de nouveaux composes 
chimiques non nucleotidiques qui interagissent avec des structures 
specifiques de I'acide desoxyribonucleique (ADN). Ces nouveaux composes 

10 sont constitues d'un agent repartiteur lie a un groupe aminoaromatique. Ces 
nouveaux composes sont utiles dans le traitement des cancers et agissent 
en particulier en tant qu'agents inhibiteurs de la telomerase. lis sont 
particulierement utiles pour stabiliser PADN en structure G-quadruplexe 
(tetrades de guanines). L'application therapeutique de I'inhibition de la 

15 telomerase via la stabilisation de ces G-quadruplexes est I'arret de la mitose 
cellulaire et la mort des cellules a division rapide telles que les cellules 
cancereuses et eventuellement Tinduction de la senescence des cellules 
cancereuses. 

Les composes de la presente invention presentent I'avantage du 
20 point de vue therapeutique de bloquer la telomerase. Du point de vue 
biologique, la telomerase permet I'ajout de sequences d'ADN repetees du 
type T T A G G G, dites sequences telomeriques, a I'extremite du telomere, 
lors de la division cellulaire. Par cette action la telomerase rend la cellule 
immortelle. En effet, en I'absence de cette activite enzymatique, la cellule 
25 perd a chaque division 100 a 150 bases, ce qui la rend rapidement 
senescente. Lors de Tapparition de cellules cancereuses a division rapide, il 
est apparu que ces cellules presentaient des telomeres maintenus a une 
longueur stable au cours de la division cellulaire. Dans ces cellules 
cancereuses il est apparu que la telomerase etait fortement activee et qu'elle 
30 permettait Taddition de motifs repetes de sequences telomeriques a la fin du 
telomere et permettait done la conservation de la longueur du telomere dans 
les cellules cancereuses. II est apparu depuis quelques temps que plus de 
85 % des cellules cancereuses presentaient des tests positifs a la presence 
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de telomerase alors que les cellules somatiques ne presenters pas cette 
caracteristique. 

Ainsi la telomerase est une cible tres convoitee pour traiter les 
cellules cancereuses. La premiere approche evidente pour bloquer la 
5 telomerase a ete 1'utilisation de structures nucleotidiques (Chen et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 93(7), 2635-2639). Parmi les composes non 
nucleotidiques qui ont ete utilisees dans Tart anterieur on peut citer les 
diaminoanthraquinones (Sun et al. J. Med. Chem. 40(14), 2113-6) ou les 
diethyloxadicarbocyanines (Wheelhouse R. T. Et al. J. Am. Chem. Soc. 
10 1998(120)3261-2). 

Le brevet WO 99/40087 decrit I'utilisation de composes qui 
interagissent avec les structures G-quadruplexes qui sont des composes 
perylenes et des carbocyanines contenant au moins sept cycles dont deux 
heterocycles. 

15 II est apparu de fagon tout-a-fait surprenante que des structures 

simples permettaient d'obtenir un resultat au moins equivalent avec des 
structures beaucoup moins compliquees du point de vue chimique. Les 
composes de la presente invention qui repondent a I'objectif vise c'est-a-dire 
qui fixent la structure G-quadruplex et par ce fait presentent une activite 

20 inhibitrice des telomerases repondent a la formule generale suivante : 

cycle aromatique azote - NR 3 - repartiteur - NR' 3 - chaTne hydrocarbonee non 
aromatique 

dans laquelle 

• le cycle aromatique azote, represente : 

25 o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4 ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
30 precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 
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o une benzamidine ou 
o une pyridine 

• R3 et R'3, identiques ou differents, represented 
independamment Tun de I'autre I'hydrogene ou un radical alkyle 

5 enC1-C4 

• le repartiteur represente : 

0 un groupe triazine eventuellement substitue par un 
radical alkyle ayant 1 a 4 atomes de carbone, un radical 
thio, oxy ou amino eux memes eventuellement substitues 
10 par une ou plusieurs chaines alkyle a chaine courte 

contenant 1 a 4 atomes de carbone ou encore un atome 
d'halogene ou 

0 un groupe carbonyle ou 

0 un groupe C(=NH)-NH-C(=NH) ou 

15 0 un groupe alkylediyle contenant 3 a 7 atomes de carbone 

ou 

0 un groupe diazine eventuellement substitue par les 
memes groupes que la triazine 

ou un de ses sels. 

20 On entend au sens de la formule ci-dessus par chaTne 

hydrocarbonee non aromatique une chaTne alkyle (C1-C4), alkenyle (C2-C4), 
lineaire ou ramifiee, cycloalkyle (C3-C18), cycloalkenyle (C3-C18), 
heterocycloalkyle (C3-C18). Le groupe heterocycloalkyle inclut 
eventuellement I'atome d'azote. 

25 II est evidemment entendu que la chaTne hydrocarbonee non 

aromatique peut etre eventuellement substitute par un ou plusieurs atomes 
ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les radicaux hydroxy, aryle, 
heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, amino, alkylamino et/ou 
arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, guanidino, alkylcarbonylamino, 

30 ou arylcarbonylamino, carboxyle, alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, 
aminocarbonyle, alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, 
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dialkylaminocarbonyle, alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et 
trifluoromethyle. 

Les chaTnes alkyle des substituants eventuels de la chame 
hydrocarbonee contiennent de preference 1 a 4 atomes de carbone et les 
5 groupes aryles des substituants eventuels de la chaTne hydrocarbonee 
contiennent de preference 5 a 18 atomes de carbone. 

On prefere parmi I'ensemble des composes ci-dessus inclus utiliser 
ceux comportant comme repartiteur un groupe triazine ou diazine. Parmi les 
groupes diazines on prefere utiliser les pyrimidines ou les quinazolines. 
10 Parmi les chaTnes hydrocarbonee on prefere les chaTnes alkyle contenant 2 a 
3 atomes de carbone, les chaTnes heterocycloalkyles ou cycloalkyles 
contenant 4 a 7 atomes de carbone. 

Parmi les triazines on prefere les composes repondant a la formule 
(I) ci-dessous : 



A 



FLN 
Ar 




N 



NR' 
alk 



15 



r 



dans laquelle : 



- A represente 



20 



• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented I'hydrogene ou un groupe 
alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 



• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 a la meme 
signification que precedemment ou 



• un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
ou un groupe trifluoromethyle ou 



25 



• un atome d'hydrogene ou 



• un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 
brome ou Tiode 
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- R3 et R'3, identiques ou differents, represented independamment 
Tun de I'autre I'hydrogene ou un radical alkyle en C1-C4. 

- represente : 

• le cycle aromatique azote, represente : 

5 o une quinoleine eventuellement substituee par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4 ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
10 precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
15 un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substituee par 

un groupe alkyle en C1-C4 

- alk represente 

o un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone 
iineaire ou ramifie substitue par un radical amino, alkylamino 
20 et/ou arylamino, dialkylamino ou diarylamino 

o un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de carbone, 
substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino 

o un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 atomes de 
25 carbone 

ou un de ses sels. 

II est evident que les motifs quinoleines peuvent etre substitues par 
tout autre groupe n'intervenant pas dans I'application visee, ainsi des 
groupes acridines ou isoquinoleines ou quinazolines ou quinoxalines ou 



WO 02/055515 



PCT/FR02/00057 



6 

phtaiazines ou benzothiazines ou benzoxazines ou phenoxazines ou 
phenothiazines sont inclus dans la definition des groupes quinoleines. 

On prefere parmi les composes de formule (I) ci-dessus ceux qui 
comportent un heterocycle choisi parmi les groupes 4-aminoquinolyl, 4-alkyl- 
5 ou 4-dialkylamino-quinolyl, 4-aminoquinolinium ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

En ce qui concerne les groupes A, ils represented de preference le 
radical methylthio, amino, alkylamino ou dialkylamino radicaux dans lesquels 
les groupes alkyle possedent 1 a 4 atomes de carbone. 

10 En ce qui concerne la chaTne hydrocarbonee non aromatique, elle 

represente de preference une chaTne 2-(dialkylamino)ethyl, 
3-(dialkylamino)propyl, 2-(N-aIkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N- 
arylamino)propyl dans lesquels les groupes alkyle contiennent de preference 
1 a 4 atomes de carbone, encore plus preferentiellement 1 a 2 atomes de 

15 carbone et les groupes aryle contiennent de preference 5 a 18 atomes de 
carbone, encore plus preferentiellement 6 atomes de carbone. 

Un autre objet de la presente invention concerne les composes de 
formule (I) en tant que produits chimiques nouveaux. II concerne done les 
produits nouveaux repondant a la formule (I) suivante : 



A 



20 




3 



dans laquelle : 
- A represente 

• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented un groupe alkyle droit ou 
25 ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 



• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 represente 
I'hydrogene ou a la meme signification que precedemment ou 



WO 02/055515 



PCT/FR02/00057 



• un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
un groupe trifluoromethyle ou 

• un atome d'hydrogene ou 

• un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 
5 brome ou I'iode 

- R 3 et R' 3> identiques ou differents, representent independamment Tun 
de I'autre un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 

- An, represente : 

• le cycle aromatique azote, represente : 

10 o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4 ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
15 precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
20 un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substitute par 

un groupe alkyle en C1-C4 

- alk represente 

o un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone 
lineaire ou ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou 
25 arylamino, dialkylamino, ou diarylamino 

o un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de carbone, 
substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino 

o un motif heterocyclyle contenant de 5 a 7 atomes de 

30 carbone 
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10 



15 



20 



ou un de ses sels. 

Les composes de formule (I) qui sont preferes sont ceux pour 
lesquels An, represente un groupe choisi parmi les motifs suivants : 4-amino- 
ou 4-methylamino- ou 4-dimethylamino-quinolyl ou quinolynium dont le noyau 
quinolinium est eventueliement substitue par un groupe methyle. 

Les composes de formule generate (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels A represente un groupe amino ou dimethylamino ou plus 
preferentiellement methyithio. 

Les composes de formule generale (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels la chaTne hydrocarbonee non aromatique represente une 
chaTne 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(N-alkyl-N- 
arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les groupes 
alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone, notamment 1 a 2 atomes de 
carbone et les groupes aryle contiennent 5 a 18 atomes de carbone, 
notamment 6 atomes de carbone. 

On prefere tout particulierement les composes de formule generale 
(I) pour lesquels la chaTne hydrocarbonee non aromatique represente une 
chaTne 2-(N-alkyl-N-aiylamino)ethyl telle que la chaTne 2-(N-m.tolyl-N-ethyI- 
amino)ethyl 

Un autre objet de la presente invention concerne ('utilisation des 
composes de la formule (I) comme produit pharmaceutique a usage humain. 

Les procedes de preparation des composes de formule (I) 

A 



sont decrits ci-apres. 

Dans le cas ou An, et Alk sont presents, la triazine de formule generale 

(A) peut etre obtenue par deplacement sequentiel des atomes d'halogene, 
tres generalement des atomes de chlore, des produits de formule generale 

(B) par les amines Ar, puis Alk de formule generale (C) selon le 
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schema 1 

R 



R 



n"^n N N 

X AA + Ar '~T " A --f Ac 

X = CI (ou F ou Br ou I) 

(B) (C) (D) 



Alk — NH (C) 
R'o 



R 

NR 3 N NR' 3 



(A) 



Schema 1 



Generalement on opere avec 1 mole de dihalogeno-s-triazine, ou 
5 trihalogeno-s-triazine, et 1 mole d'amine Ar,. On prefere operer dans un 
solvant inerte tel que I'acetone eventuellement aqueux ou un alcool 
eventuellement aqueux, comme Tethanol, ou un solvant halogene, tel que le 
dichloromethane, ou un ether tel que I'oxyde de diethyle ou le dioxane, ou un 
solvant aprotique polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Selon une 
10 meilleure maniere de mettre en oeuvre I'invention on opere a une 
temperature comprise entre 20°C et 50°C. Ensuite on ajoute 1 mole d'amine 
Alkau produit de formule generale (D), qui peut etre eventuellement isole. On 
opere notamment a une temperature comprise entre 50°C et le reflux. 

Avantageusement, on peut operer dans les conditions decrites dans 
15 J. Fluor. Chem., 1988, 39(1), 117-123. 

Methode generale 2 

Selon une seconde methode les produits de formule generale (A) 
dans lesquels Ar sont definis tels que precedemment et R represente un 
groupe NR1R2 ou OR1 ou SR1 peuvent etre egalement prepares par 
20 deplacement nucleophile d J un atome d'halogene, generalement un atome de 
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chlore, d'un produit de formule generate (A) dans lequel R represente un 
atome d'halogene selon le schema 2 : 
R 



N ^^ N R 1 R 2 NH ou R^-ou R^- 



|| | J 

Ar^ ^ ^\ / || I .Alk 

T KID K I KID' 



,Alk *" N' 

V3 .> .,1x3 



NR, N NR', Ar 



NR 3 N NR' 3 



(A) (A) 
R = CI (ou F ou Br ou I) R= NR 1 R 2 ou OR 1 ou SR 1 

Schema 2 

5 On opere generalement en condensant 1 mole de produit de formule 

generale (A) dans lequel R represente un atome d'halogene, 
preferentiellement un atome de chlore, avec 1 mole d'amine R1R2NH ou 
d'alcoolate RIO" ou de thioalcoolate R1S. La reaction a lieu en milieu inerte 
dans les conditions de la reaction. On peut citer parmi les solvants inertes 

10 Tacetone eventuellement aqueux ou un alcool eventuellement aqueux 
comme rethanol, ou un solvant halogene tel que le dichloromethane, ou un 
ether tel que I'oxyde de diethyle ou le dioxane, ou un solvant aprotique 
polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Lorsque le groupe entrant 
represente un groupe R1R2NH, on opere de preference a une temperature 

15 comprise entre 20°C et le reflux, en presence notamment d'une base 
organique, telle que la triethylamine, ou minerale, telle que la soude ou le 
carbonate de sodium ou de potassium. II est egalement possible de ne pas 
utiliser de base lors de la reaction d'amination, et d'isoler un chlorhydrate du 
produit de formule generale (A), dont la base peut ensuite etre liberee. 

20 Lorsque le groupe entrant represente un groupe RIO" ou R1S" on opere 
preferentiellement avec un alcoolate ou un thioalcoolate alcalin ou 
alcalinoterreux, tel qu'un sel de sodium ou de potassium ou de lithium ou 
d'ammonium ou de cesium ou de baryum, dans un solvant aprotique polaire 
tel que le DMF ou le DMSO ou la NMP, a une temperature comprise entre 

25 50°C et le reflux. 
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Methode generate 3 

Selon un troisieme procede de preparation les composes pour 
lesquels R represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle, droit ou 
ramifie contenant de 1 a 4 atomes de carbone, peuvent egaiement etre 
5 prepares par condensation d'un bisguanide de formule generate (E), avec un 
derive d'acide, preferentiellement un chlorure d'acide ou un ester de methyle 
de formule generate (F) selon le schema 3 : 




(E) (F) (A) 

Schema 3 



10 La condensation entre le bisguanide de formule generate (E) et le 

derive d'acide de formule generate (F) est effectuee generalement dans un 
alcool comme le methanol ou I'ethanol. On prefere operer a une temperature 
comprise entre 0°C et la temperature de reflux. 

Les bisguanides de formule generate (E) symetriques ou 
15 dissymetriques peuvent etre obtenus en operant dans les conditions decrites 
dans la litterature et en particulier selon le brevet J. P. 94-4993. 

Methode generate 4 

II est entendu que les s-triazines de formule generate peuvent etre 
obtenues sous forme de librairies, en appliquant les methodes decrites dans 

20 les schemas 1, 2, 3 en chimie parallele et/ou combinatoire en phase liquide 
ou en phase solide, etant entendu que, lorsqu'on travaille en phase solide, 
Tun quelconque des reactifs est prealablement fixe sur un support solide, 
choisi en fonction de la reaction chimique mise en jeu, et que ladite reaction 
chimique est suivie d'une operation de clivage du produit de la reaction du 

25 support solide. 
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La presente invention concerne aussi les compositions 
therapeutiques contenant un compose selon I'invention, en association avec 
un support pharmaceutiquement acceptable selon le mode d'administration 
choisi. La composition pharmaceutique peut se presenter sous forme solide, 
5 liquide ou de liposomes. 

Parmi les compositions solides on peut citer les poudres, les gelules, 
les comprimes. Parmi les formes orales on peut aussi inclure les formes 
solides protegees vis-a-vis du milieu acide de I'estomac. Les supports utilises 
pour les formes solides sont constitues notamment de supports mineraux 

10 comme les phosphates, les carbonates ou de supports organiques comme le 
lactose, les celluloses, I'amidon ou les polymeres. Les formes liquides sont 
constitutes de solutions de suspensions ou de dispersions. Elles contiennent 
comme support dispersif soit I'eau, soit un solvant organique (ethanol, NMP 
ou autres) ou de melanges d'agents tensioactifs et de solvants ou d'agents 

15 complexants et de solvants. 

La dose administree des composes de I'invention sera adaptee par le 
praticien en fonction de la voie d'administration du patient et de I'etat de ce 
dernier. 

Les composes de la presente invention peuvent etre administres 
20 seuls ou en melange avec d'autres anticancereux. Parmi les associations 
possibles on peut citer 

• les agents alkylants et notamment le cyclophosphamide, 
le melphalan, I'ifosfamide, le chlorambucil, le busulfan, le thiotepa, 
la prednimustine, la carmustine, la lomustine, la semustine, la 

25 steptozotocine, la decarbazine, la temozolomide, la procarbazine et 

Thexamethylmelamine 

• les derives du platine comme notamment le cisplatine, le 
carboplatine ou I'oxalipiatine 

• les agents antibiotiques comme notamment la 
30 bleomycine, la mitomycine, la dactinomycine, 

• les agents antimicrotubules comme notamment la 
vinblastine, la vincristine, la vindesine, la vinorelbine, les taxoides 
(paclitaxel et docetaxel) 
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• les anthracyclines comme notamment la doxorubicine, la 
daunorubicine, I'idarubicine, I'epirubicine, la mitoxantrone, la 
losoxantrone 

• les topoisomerases des groupes I et II telles.que 
5 I'etoposide, le teniposide, I'amsacrine, I'irinotecan, le topotecan et le 

tomudex, 

• les fluoropyrimidines telles que le 5-fluorouracile, I'UFT, 
la floxuridine, 

• les analogues de cytidine telles que la 5-azacytidine, la 
10 cytarabine, la gemcitabine, la 6-mercapto murine, la 6-thioguanine 

• les analogues d'adenosine telles que la pentostatine, la 
cytarabine ou le phosphate de fludarabine 

• le methotrexate et I'acide folinique 

• les enzymes et composes divers tels que la 
15 L-asparaginase, I'hydroxyuree, I'acide trans-retinoique, la suramine, 

la dexrazoxane, I'amifostine, I'herceptin ainsi que les hormones 
oetrogeniques, androgeniques. 

II est egalement possible d'associer aux composes de la presente 
invention un traitement par les radiations. Ces traitements peuvent etre 
20 administres simultanement, separement, sequentiellement. Le traitement 
sera adapte au malade a traiter par le praticien. 

L'activite de stabilisation des G-quadruplexes peut etre determinee 
par une methode utilisant la formation d'un complexe avec la fluoresceine 
dont le protocole experimental est decrit ci-apres. 

25 Oligonucleotides 

Tous les olignucleotides, modifies ou non, ont ete synthetises par 
Eurogentec SA, Seraing, Belgique. L'oligoncleotide FAM + DABCYL porte la 
reference catalogue, OL-0371-0802. II possede la sequence: 
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG correspondant a 3.5 repetitions du motif 
30 telomerique humain (brin riche en G). La fluoresceine est attache a 
Textremite 5\ le DABCYL a Textremite 3 f , par les bras chimiques decrit par 
Eurogentec. La concentration des echantillons est verifiee par 
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spectrophotometrie, en enregistrant le spectre d'absorbance entre 220 et 
700 nm et en utiiisant le coefficient d'extinction molaire foumi par le 
foumisseur. 

Tampons 

5 Toutes les experiences ont ete realisees dans un tampon cacodylate 

de sodium 10 mM pH 7.6 contenant 0.1 M de Chlorure de Lithium (ou de 
Chlorure de Sodium). L'absence de contamination fluorescente dans le 
tampon a ete prealablement verifiee. ^oligonucleotide fluorescent est ajoute 
a la concentration finale de 0.2 pM. 

10 Etude de Fluorescence 

Toutes les mesures de fluorescence ont ete effectuees sur un 
appareil Spex Fluorolog DM1 B, en utiiisant une largeur de raie d'excitation de 
1.8 nm et une largeur de raie d'emission de 4.5 nm. Les echantillons sont 
places dans une cuvette en quartz micro de 0.2 x 1 cm. La temperature de 
I'echantillon est controlee par un bain-marie exterieur. ^oligonucleotide seul 
a ete analyse a 20, 30, 40, 50, 60, 70 et 80°C. Les spectres d'emission sont 
enregistres en utiiisant une longueur d'onde d'excitation de 470 nm. Les 
spectres d'excitation sont enregistres en utiiisant soit 515 nm soit 588 nm 
comme longueur d'onde d'emission. Les spectres sont corriges de la reponse 
de I'instrument par des courbes de reference. Une extinction importante (80- 
90 %) de la fluorescence de la fluoresceine a temperature ambiante est 
observee, en accord avec un repli intramoleculaire de Toligonucleotide a 
20°C sous forme d'un G-quadruplex, ce qui induit une juxtaposition de ses 
extremites 5' et 3', respectivement liees a la fluoresceine et au DABCYL. 
Cette juxtaposition entraTne un phenomene deja decrit d'extinction de 
fluorescence, utilise pour les "Molecular Beacons". 

Tm en fluorescence : 

Une solution stock d'oligonucleotide a la concentration en brin de 
0.2 pM dans un tampon 0.1 M LiCI 10 mM cacodylate pH 7.6 est 
30 prealablement preparee, chauffee brievement a 90°C et refroidie lentement a 
20°C, puis distribute par aliquots de 600 pi dans les cuves de fluorescence. 
3 pi d'eau (pour le controle) ou 3 pi du produit a tester (stock a 200 pM, 



15 



20 



25 



WO 02/055515 



PCT/FR02/00057 



15 



concentration finale 1 pM) sont alors ajoutes et melanges. Les echantillons 
sont alors laisses a incuber pendant au moins 1 heure a 20°C avant chaque 
mesure. ^utilisation de temps d'incubation plus longs Qusqu'a 24 heures) n'a 
pas d'influence sur le resultat obtenu. 

5 Chaque experience ne permet que la mesure d'un seul echantillon. 

Celui-ci est d'abord incube a une temperature initiale de 20°C, porte a 80°C 
en 38 minutes, laisse 5 minutes a 80°C, puis refroidi a 20°C en 62 minutes. 
Durant ce temps, la fluorescence est mesuree simultanement a deux 
longueurs d'onde d'emission (515 nm et 588 nm) en utilisant 470 nm comme 

10 longueur d'onde d'excitation. Une mesure est effectuee toutes les 
30 secondes. La temperature du bain-marie est enregistree en parallele, et le 
profil de fluorescence en fonction de la temperature est reconstitue a partir 
de ces valeurs. Les profils de fluorescence sont ensuite normalises entre 
20°C et 80°C, et la temperature pour laquelle I'intensite d'emission a 515 nm 

15 est la moyenne de celles a haute et basse temperature est appelee Tm. 
Dans ces conditions, le Tm de I'echantillon de reference sans addition de 
produit est de 44°C dans un tampon Chlorure de Lithium. Cette temperature 
est portee a plus de 55°C dans un tampon Chlorure de Sodium. L'addition 
d'un compose stabilisant le G-quadruplex induit une augmentation du Tm. 

20 Cette augmentation est jugee significative si elle est superieure a 3°. 

L'activite biologique antitelomerase est determinee par le protocole 
experimental suivant : 

Preparation de I'extrait enrichi en activite telomerase humaine 

La lignee de leucemie HL60 est obtenue aupres de TATCC 
25 (Americam Type Culture Collection, Rockville USA). Les cellules sont 
cultivees en suspension dans du milieu RPMI 1640 contenant, L-Glutamine a 
2 mM, Penicilline 200 U/ml, streptomycine 200 pg/ml, gentamycine 50 pg/ml 
et additionne de 10 % de serum foetal de veau inactive par la chaleur. 

Une aliquote de 10 5 cellules est centrifugee a 3000xG et le 
30 surnageant ecarte. Le culot de cellules est resuspendu par plusieurs 
pipettages successifs dans 200 pi de tampon de lyse contenant CHAPS 
0.5 %, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, MgCI 2 1mM, EGTA 1 mM, (3-mercaptoethanol 
5 mM, PMSF 0.1 mM et glycerol 10 % et est conserve dans la glace pendant 
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30 minutes. Le lysat est centrifuge a 16 OOOOxG pendant 20 minutes a 4°C et 
160 pi du surnageant est recupere. Le dosage des proteines de I'extrait est 
effectue par la methode de Bradford. L'extrait est conserve a -80°C. 

Dosage de Tactivite telomerase 

5 inhibition de I'activite telomerase est determinee par un protocole 

d'extension de I'oligonucleotide TS ( 5 AATCGTTCGAGCAGAGTT 3 ), en 
presence d'un extrait cellulaire enrichi en activite telomerase et des 
composes qui sont ajoutes a differentes concentrations (10, 1, 0.1 et 
0,01 pg/ml). La reaction d'extension est suivie d'une amplification PCR des 
10 produits d'extension a I'aide des oligonucleotides TS et CXext 
( 5 GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA 3 ). 



Le milieu reactionnel est prepare selon la composition suivante : 


Tris HCI pH 8,3 


20 mM 


MgCI2 


1,5 mM 


Tween 20 


0,005 % (PA/) 


EGTA 


1 mM 


dATP 


50 uM 


dGTP 


50 uM 


dCTP 


50 uM 


dTTP 


50 uM 


Oligonucleotide TS 


2 ug/ml 


Oligonucleotide CXext 


2 pg/ml 


Serum Albumine bovine 


0,1 mg/ml 


Taq DNA polymerase 


1 U/ml 


alpha 32P dCTP (3000 Ci/mmole) 0.5 ul 


Extrait telomerase 


200 ng sous un volume de 10 pi 


Produit a tester ou solvant 


sous un volume de 5 pi 



Eau bi-distillee QS 50 pi 
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Les oligonucleotides sont obtenus aupres d'Eurogentec (Belgique) et 
sont conserves a -20°C a une concentration stock de 1 mg/ml dans de I'eau 
distillee. 

Les echantillons reactionnels sont assembles dans des tubes a PCR 
de 0.2 ml et une goutte d'huile de paraffine est deposee sur chacune des 
reactions de ('experience avant la fermeture des tubes. 

Les echantillons reactionnels sont ensuite incubes dans un appareil a 
PCR de type Cetus 4800 selon les conditions de temperatures suivantes : 

15 minutes a 30°C, 

1 minute a 90°C, 

suivis de 30 cycles de, 

30 secondes a 94°C, 

30 secondes a 50°C, 

et 1 minute 30 secondes a 72°C, 

suivis d'un cycle final de 2 minutes a 72°C. 

Pour chacun des echantillons, une aliquote de 10 pi est pipettee sous 
la couche d'huile et melangee avec 5 pi d'un tampon de depot contenant : 

TBE 3X 

glycerol 32 % (PA/) 

20 Bleu de bromophenol 0.03 % 

Xylene cyanol 0.03 % 

Les echantillons sont ensuite analyses par electrophorese en gel 
d'acrylamide 12 % dans un tampon TBE 1X pendant 1 heure sous une 
tension de 200 volts, a I'aide d'un systeme d'electrophorese Novex. 

25 Les gels d'acrylamides sont ensuite seches sur une feuille de papier 

whatmann 3MM a 80°C pendant 1 heure. 

L'analyse et la quantification des produits de la reaction sont 
effectuees a I'aide d'un appareil Instantlmager (Pacard). 
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Pour chaque concentration de compose testee, les resultats sont 
exprimes en pourcentage d'inhibition de la reaction et calcules a partir du 
controle enzymatique non traite et de I'echantillon sans enzyme (blanc) selon 
la formule suivante : 

5 (Valeur Compose - valeur blanc/ Valeur controle enzymatique - 

valeur blanc) x 100. 

La concentration de compose induisant une inhibition de 50 % de la 
reaction telomerase (IC50) est determinee a I'aide d'une representation 
graphique semi logarithmique des valeurs d'inhibition obtenues en fonction 
10 de chacune des concentrations de compose testee. 

On considere qu'un compose est actif en tant qu'agent 
antitelomerase lorsque la quantite inhibant 50 % de la reaction telomerase 
est notamment inferieure a 5 pM. 

L'activite biologique cytotoxique sur des lignees de tumeur humaines 
15 est determinee selon le protocole experimental suivant : 

Les lignees de cellules humaines KB et A549 sont originaires de 
I'ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville USA). Les cellules 
A549 sont cultivees en couche en flacon de culture dans du milieu RPMI 
1640, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml, streptomycine 200 pg/ml et 
20 additionne de 10 % de serum foetal de veau inactive par la chaleur. Les 
cellules KB sont cultivees en couche en flacon de culture dans du milieu de 
Dulbelco's contenant, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml, 
streptomycine 200 pg/ml et additionne de 10 % de serum foetal de veau 
inactive par la chaleur. 

25 Les cellules en phase exponentielles de croissances sont trypsinees, 

lavees dans du PBS 1X et sont ensemencees en microplaques 96 puits 
(Costar) a raison de 4x1 0 4 cellules/ml pour A549 et de 1,5x10 4 cellules/ml 
(0.2 ml/puit) puis incubees pendant 96 heures en presence de concentrations 
variables de produit a etudier (10, 1, 0.1 et 0.01 pg/ml, chaque point en 

30 quadruplicata). 16 heures avant la fin de Tincubation, 0.02 % final de rouge 
neutre est ajoute dans chaque puits. A la fin de I'incubation, les cellules sont 
lavees par du PBS 1X et lysees par 1 % de lauryl sulfate de sodium. 
L'incorporation cellulaire du colorant, qui reflete la croissance cellulaire, est 



WO 02/055515 



PCT/FR02/00057 



19 

evaluee par spectrophotometry a une longueur d'onde de 540 nm pour 
chaque echantillon a I'aide d'un appareil de lecture Dynatech MR5000. 

Pour chaque concentration de compose teste, les resultats sont 
exprimes en pourcentage d'inhibition de croissance cellulaire et calcules a 
5 partir du controle non traite et du milieu de culture sans cellules (blanc) selon 
la formule suivante : 

(Valeur Compose - valeur blanc/ Valeur controle cellules - valeur 
blanc) x 100. 

La concentration de compose induisant une inhibition de 50 % de la 
10 croissance (IC50) est determinee a I'aide d'une representation graphique 
semi logarithmique des valeurs d'inhibition obtenues en fonction de chacune 
des concentrations de compose testee. 

On considere qu'un compose est actif comme agent cytotoxique si la 
concentration inhibitrice de 50 % de la croissance des cellules tumorales 
15 testees est notamment inferieure a 10 pM. 

Les exemples suivants et non limitatifs sont donnes pour illustrer 
('invention. 

Exemple 1 : Synthese en parallele de derives substitues de N6-[6-amino-4- 
methylsulfanyKI.S^ltriazin^-yll^-methyl-quinoline^.e- 
20 diamine 




Preparation de la N6-(6-chloro-4-methvlsulfanyl-n,3,51triazin-2-vl)-2-methvl- 
quinoline-4,6-diamine 

Dans un tricol de 1 litre, a une solution de 5 g (25 mmoles) de 2,6-dichloro-6- 
25 methylsulfanyl-tl^^jtriazine, qui peut etre preparee selon J. Amer. Chem. 
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Soc, 1945, 67, 662, dans 400 ml de tetrahydrofurane, on ajoute 
successivement 4,4 g (25 mmoles) de 2-methyl-quinoline-4,6-diamine, qui 
peut etre preparee selon J. Med. Chem. 1992, 35, 252, et 2,8 g (25 mmoles) 
de carbonate de sodium. Le melange reactionnel est chauffe a reflux pendant 
5 16 heures. Apres evaporation du tetrahydrofurane, le residu est repris par 
400 ml d'un melange d'eau et de dichoromethane (50-50 en volumes). La 
phase organique est decantee, sechee sur sulfate de sodium et concentree a 
sec sous pression reduite. On obtient alors 7,5 g (88 %) de N6-(6-chloro-4- 
methylsulfanyl-triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6--diamine, sous forme d'un 
10 solide jaune pale dont les caracteristiques sont les suivantes : 

- point de fusion = 294°C 

- spectre de RMN 1 H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 8 en ppm) : 2,43 (s : 3H) ; 2,52 
(s : 3H) ; 6,47 (s : 1 H) ; 6,61 (mf : 2H) ; 7,62 (d large, J = 9 Hz : 1 H) ; 7,69 (d, 
J = 9 Hz: 1H);8,32(mf : 1H); 10,80 (mf : 1H). 

15 Synthese en parallele de N6-[6-(2-dimethylamino-ethylamino)-4-methyl- 
sulfanyl-ri,3,51triazin-2-vn-2-methvl-quinoline-4,6-diamine (exemple 1-1) 

Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,15 mmole) de N6-(6-amino-4- 

20 methylsulfanyl-[1 ,3,5]triazin-2-yl)-2-methylquinoline-4,6-diamine. Dans le 
premier tube (exemple 1-1), on ajoute successivement 5 ml de dioxane, 
16 mg (0.15 mmole) de carbonate de sodium, 23 mg (0,15 mmole) d'iodure 
de sodium et 27 mg (0,3 mmole) de 2-dimethylamino-ethylamine. Le milieu 
reactionnel est chauffe au reflux sous argon pendant 24 heures. Apres 

25 refroidissement, le contenu du tube est evapore sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau et 5 ml d'acetate d'ethyle et filtre. La phase organique est 
decantee, sechee et concentree sous pression reduite. Le produit brut 
obtenu est alors purifie par LC/MS en utilisant une colonne de silice C18 
Waters Xterra 3.5 pM, de diametre 3 mm et de longueur 50 mm, en eluant 

30 par un gradient lineaire d'elution constitue au temps initial (t 0 = 0 mn) par de 
I'eau contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique et au temps final (% - 4 mn) 
par de I'acetonitrile contenant 0,05 %d'acide trifluoroacetique. On obtient 
ainsi, apres purification, 58 mg de trifluoroacetate de N6-[(6-(methyl-quinolin- 
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6-yl-amino)-4-methylthio4ri dont les 

caracteristiques sont les suivantes : 

- spectre de masse (DAD-TIC) = 454 (MH + ) 

- temps de retention = 2,69 mn (les temps de retention sont obtenus sur 
5 Colonne hypersil C18 5 pm 50 mm diametre 4.6 mm marque Purity Elite en 

eluant avec un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN/TFA 
0.05 %) avec un gradiant lineaire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 % B a t= 3,5 mn puis palier 2 mn). 

Les exemples 1-1 a 1-26 ont ete obtenus en operant comme ci-dessus dans 
10 un reacteur Zymark STEM RS2050. Les structures, les diverses conditions 
operatoires utilisees et les caracteristiques des exemples 1-1 a 1-26 sont 
resumees dans le tableau ci-dessous : 



Exemple 


Structure 


Conditions reactionnelles 


Caracteristiques 




AlkN(R'3- 


Solvant 


Chauffage 


Nbre de 
mmoles 
d'amine 


Masse 
MH + 


Temps 
de 
Retention 
(mn) 


1-1 


I 


^^NH ** — 


dioxane 


17 h./100° 


0,3 


384 


2,69 


1-2 


— N \ 




dioxane 


17h./100° 


0,3 


410 


2,91 


1-3 


racemique trans 


dioxane 


17 h./100° 


0,15 


411 


2,86 


1-4 


rib 

3-RS 


dioxane 


3j./10CT 


0,45 


422 


2,85 


1-5 


Q 

2-S 


dioxane 


17h./100° 


0,15 


396 


2,84 
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1-6 


o »o NH — 

2-RS 


dioxane 


17h./100° 


0,15 


424 


2,79 


1-7 


H 2 N— <^ ^-"NH — 
racemique trans 


dioxane 


17h./100° 


0,15 


410 


2,72 


1-8 


H 2 N > f NH — 


dioxane 


2j./100° 


0,3 


452 


2,81 


1-9 


^ / ^ — NH - — 


dioxanelO 

mi/UMrl 

% 


24h./100° 


0,3 


425 


2,43 


1-10 


HN ) v 


dioxanelO 

ml/HMF1 

(Ill/LJIVll \ 

% 


24 h./100° 


0,3 


410 


2,51 


1-11 


— N ) — N "* — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


424 


2,50 


1-12 


H 

NH — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


398 


2,46 


1-13 


H 

^^^ N ^^NH — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100 


0,3 


398 


2,48 


1-14 


NH - — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


412 


2,47 


1-15 


H 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./100° 


0,3 


384 


2,48 


1-16 


H 

N — v 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


396 


2,49 


1-17 


^ r 
r ^ i 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


511 


2,38 


1-18 


^ — \ - — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


459 


2,62 
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1-19 


/ \ 

^ ^ NH 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./l00° 


0,3 


410 


2,44 


1-20 


X ^ N — 
I 
I 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h 71 00° 


0,3 


410 


2,52 


1-21 




dioxanelO 
ml/UlVlr 1 

% 


i 24h./100° 


0,3 


422 


2,55 




NH^ 

3-S 










1-22 


H 

nU INn 


dioxanelO 
rni/L/ivir i 

% 


24h./100° 


0,3 


400 


2,36 


1-23 


H 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./l00° 


0,3 


384 


2,40 


1-24 


Y 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./100° 


0,3 


440 


2,58 


1-25 




dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


410 


2,48 


1-26 




dioxanelO 
mI/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


474 


2,86 



Exemple 2 : Synthese en parallele de derives substitues de N6-[6-amino-4- 
diethylamino^l ,3,5]triaz^ 
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Preparation de la NS-fe-chloro^-diethylamino^l^^ltriazin^-vn^methvl- 
quinoline-4,6-diamine 

Dans un tricol de 1 litre, a line solution de 5 g (22,5 mmoles) de 2,6-dichloro- 
4-diethylamino-[1,3,5]triazine commerciale dans 300 ml de tetrahydrofurane, 
5 on ajoute successivement 3,91 g (22,5 mmoles) de 2-methyl-quinoline-4,6- 
diamine, qui peut etre preparee selon J. Med. Chem. 1992, 35, 252, et 2,4 g 
(22,5 mmoles) de carbonate de sodium. Le melange reactionnel est chauffe 
a reflux pendant 20 heures. Apres evaporation du tetrahydrofurane, le residu 
est repris par 400 ml d'un melange d'eau et de dichoromethane (50-50 en 
10 volumes). La phase organique est decantee, sechee sur sulfate de sodium et 
concentree a sec sous pression reduite. On obtient alors 7,4 g (92 %) de N6- 
(6-chloro-4-diethylamino-triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, sous 
forme d'un solide jaune dont les caracteristiques sont les suivantes : 

- point de fusion = 120°C 
15 - spectre de RMN 1 H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 8 en ppm) : 1,14 (mt : 6H) ; 
2,42 (s : 3H) ; de 3,50 a 3,70 (mt : 4H) ; 6,47 (s et mf : 3H en totalite) ; 7,54 
(d large, J = 9 Hz : 1H); 7,67(dd, J = 9 et 2 Hz : 1H) ; 8,27 (mf : 1H) ; 10,09 
(mf:1H). 

Synthese en parailele de N6-r(6-(3-dimethylamino-propylamino)-4- 
20 diethvlamino-ri,3,51triazin-2-vl1-2-methyl-quinoline-4,6-diamine 
(exemple 2-1) 

Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parailele munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,13 mmole) de N6-(6-chloro-4- 

25 diethylamino-[1 ,3,5]triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine. Dans le 
premier tube (exemple 2-1), on ajoute successivement 5 ml de DMF, 19 mg 
(0.14 mmole) de carbonate de potassium, 21 mg (0,14 mmole) d'iodure de 
sodium et 14 mg (0,14 mmole) de 3-dimethylamino-propylamine. Le milieu 
reactionnel est chauffe a 120°C sous argon pendant 16 heures. Apres 

30 refroidissement, le contenu du tube est evapore sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau, filtre et lave avec de I'oxyde de diethyle. Le produit brut 
obtenu est alors purifie par LC/MS en utilisant une colonne de silice C18 
Waters Xterra 3.5 pM, de diametre 3 mm et de longueur 50 mm, en eluant 
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par un gradient lineaire d'elution constitue au temps initial (t 0 = 0 mn) par de 
I'eau contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique et au temps final (% = 4 mn) 
par de I'acetonitrile contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique. On obtient 
ainsi, apres purification, 12 mg de N6-[(6-(3-dimethylamino-propylamino)-4- 
5 diethylamino-[1 ,3,5]triazin-2-yl]-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

- spectre de masse (DAD-TIC) = 423 (MH + ) 

- temps de retention = 0,79 mn (les temps de retention sont obtenus sur 
Colonne hypersil C18 5 |jnn 50 mm diametre 4.6 mm marque Purity Elite en 

10 eluant avec un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN/TFA 
0.05 %) avec un gradiant lineaire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 % B a t= 3,5 mn puis palier 2 mn). 

Les exemples 2-1 a 2-2 ont ete obtenus en operant comme ci-dessus dans 
un reacteur Zymark STEM RS2050. Les structures, les diverses conditions 
15 operatoires utilisees et les caracteristiques des exemples 2-1 et 2-2 sont 
resumees dans le tableau ci-dessous : 



Exemple 


Structure 


Conditions reactionnelles 


Caracteristiques 




AlkN(R'3>- 


Solvant 


Chauffage 


Nbre de 
mmoles 
d'amine 


Masse 
MH + 


Temps de 
Retention 
(mn) 


2-1 


I 


DMF 


16h./120° 


0,14 


423 


0,79 


2-2 


— r/ \j ^ — 


DMF 


16h./120° 


0,14 


421 


0,79 
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Tableau de resultats biologiques 





TRAP 


G-4 


Cytotoxicity 


Exemple 


telomerase 


ATm 


A549 




IC50 pM 


°c 


IC50 pM 


1-1 


0,79 


6 




1-2 


0,5 


5.6 


7.5 i 


1-3 


4,4 


3.1 




1-4 


0,1 


5.6 




1-5 


1,6 


2.8 




1-6 


1,36 






1-7 


0,47 






1-8 


0,98 




8.5 


1-9 


1,64 


7 




1-10 


0,94 


7 




1-11 


1,1 


4.5 




1-12 


3,1 






1-13 


2,9 






1-14 


3,2 






1-15 


4,6 






1-16 


1,29 






1-17 


1,6 






1-19 


1 






1-20 


3,1 






1-21 


0,7 






1-22 


3,2 






1-23 


3,8 






1-24 


3,9 






1-25 


1,5 




10 


1-26 


0,86 


33 


<0.3 


2-1 


0,90 


7.9 




2-2 


5,4 


2.4 
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REVEND1CAT1QNS 

1 - Composes fixant la structure G-quadruplex des telomeres 
caracterises en ce qu'ils repondent a la formule generate suivante : 

cycle aromatique azote - NR 3 - repartiteur - NR' 3 - chaTne hydrocarbonee non 
5 aromatique 

dans laquelle 

• le cycle aromatique azote, represente : 

o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
10 identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 

alkyle en C1-C4 ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
15 quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine 

• R3 et R*3, identiques ou differents, represented 
independamment Tun de I'autre I'hydrogene ou un radical alkyle 

20 enC1-C4 

• le repartiteur represente : 

0 un groupe triazine eventuellement substitue par un 
radical alkyle ayant 1 a 4 atomes de carbone, un radical 
thio, oxy ou amino eux meme eventuellement substitues 
25 par un ou plusieurs chaines alkyle a chaine courte 

contenant 1 a 4 atomes de carbone ou un atome 
d'halogene ou 

0 un groupe carbonyle ou 

0 un groupe C(=NH)-NH-C(=NH) ou 
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0 un groupe alkylediyle contenant 3 a 7 atomes de carbone 
ou 

0 un groupe diazine eventuellement substitue par les 
memes groupes que la triazine 

5 ou un de ses sels. 

2 - Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que le 
repartiteur est choisi parmi les groupes triazine ou diazine. 

3 - Composes selon la revendication 2 caracterises en ce que les 
groupes diazines sont des pyrimidines ou des quinazolines. 

10 4 - Composes seion Tune des revendications precedentes 

caracterises en ce que la chaTne hydrocarbonee non aromatique est choisie 
parmi les chaTne alkyle (C1-C4), alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, 
cycloalkyle (C3-C18), cycloalkenyle (C3-C18), heterocycloalkyle (C3-C18) 
incluant eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3. 

5 - Composes selon la revendication 4 caracterises en ce que la 
chaTne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substitute par un 
ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, 
guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, 
alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle ; 
alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyie, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

6 - Composes selon la revendication 5 caracterises en ce que les 
25 chaTnes alkyle des substituants eventuels de la chaTne hydrocarbonee 

contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryles des substituants 
eventuels de la chaTne hydrocarbonee contiennent 5 a 18 atomes de 
carbone. 



15 



20 



7 - Composes selon la revendication 4 caracterises en ce que parmi 
30 les chaTnes hydrocarbonees on prefere les chaTnes alkyle contenant 2 a 3 
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atomes de carbone, les chaTnes heterocycloalkyles ou cycloalkyles contenant 
5 a 7 atomes de carbone. 

8 - Composes selon la revendication 1 caracterises en ce qu'ils 
repondent a la formule (I) ci-dessous : 

A 



N 



R,N N NR' 

3, ,3 

Ar 1 Alk 

o 

dans laquelle : 

- A represente 

• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented I'hydrogene ou 

10 un groupe alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes 

de carbone ou 

• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 a la meme 
signification que precedemment ou 

• un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
15 ou un groupe trifluoromethyle ou 

• un atome d'hydrogene ou 

• un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 
brome ou I'iode 

- R3 et R'3, identiques ou differents, represented independamment 
20 I'un de I'autre I'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 

- Ar, represente 

• le cycle aromatique azote, represente : 

o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
25 identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 

alkyle en C1-C4 ou 
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o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

5 o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substituee par 
un groupe alkyle en C1-C4 

- alk represente une chaTne hydrocarbonee, eventuellement 
10 substituee, non aromatique choisie parmi les chaTne alkyle (C1-C4), 

alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 
cycloalkenyle (C3-C18), heterocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 

ou un de ses sels. 

15 9 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que la 

chaTne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substituee par un 
ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, 

20 guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, 
alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle ; 

alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

10 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que 

25 represente un groupe choisi parmi les groupes suivants : 4-amino- ou 4- 
methylamino- ou 4-dimethylamino- quinolyl ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un goupe methyle. 

11 - Composes selon la revendication 8 caracterise en ce que les 
groupes A represented le radical thiomethyl, amino, alkylamino ou 

30 dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 
atomes de carbone. 
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12 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. 

13 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone lineaire ou 

5 ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino, ou un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 

10 14 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 

represente une chaTne 2-(dialkyIamino)ethyl, 3-(dialkyiamino)propyl, 2-(N- 
alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 
contiennent 5 a 18 atomes de carbone. 

15 15 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 

represente une chaTne 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

16 - Composes de la revendication 1 pour une utilisation comme 
agent inhibiteur des telomerases. 



17- Composes selon I'une quelconque des revendications 
20 precedentes pour une utilisation anticancereuse. 



18 - Composes nouveaux repondant a la formule (I) suivante : 

A 



FLN 

3 i 




N 



NR\ 



dans laquelle : 



- A represente 
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• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques oil differents represented un groupe alkyle 
droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 

• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 represente 
5 I'hydrogene ou a la meme signification que 

precedemment ou 

• un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
un groupe trifluoromethyle ou 

• un atome d'hydrogene ou 

10 • un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 

brome ou I'iode 

- R3 et R'3, identiques ou differents, represented independamment 
I'un de I'autre un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 

- An, represente 

15 o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4 ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
20 precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
25 un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substitute par 

un groupe alkyle en C1-C4 

- alk represente une chame hydrocarbonee, eventuellement 
substitute, non aromatique, choisie parmi les chaine alkyle (C1-C4), 
alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 

30 
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cycloalkenyle (C3-C1 8), heterocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 

ou un de ses sels. 

19 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que la 
5 chaTne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substitute par un 

ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, 
guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, 
10 alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle , 

alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyie, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

20 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que Ar, 
represente un groupe choisi parmi les groupes suivants : 4-amino- ou 

15 4-rnethylamino- ou 4-dimethylamino-quinolyl ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

21 - Composes selon la revendication 18 caracterise en ce que les 
groupes A represented le radical thiomethyl, amino, alkylamino ou 
dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 

20 atomes de carbone. 

22 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que R1 
et R2 represented I'hydrogene. 

23 - Composes selon la revendication 21 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. 

25 24 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que alk 

represente un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone lineaire ou 
ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 

30 dialkylamino, diarylamino, ou un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 
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25 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que alk 
represente une chame 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkyiamino)propyl, 2-(N- 
alkyl-N-aiylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 

5 contiennent 5 a 18 atomes de carbone. 

26 - Composes selon la revendication 24 caracterises en ce que alk 
represente une chaine 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

27 - Utilisation des composes de la revendication 18 comme produit 
pharmaceutique a usage humain. 

10 28 - Associations therapeutiques constitutes d'un compose selon la 

revendication 1 et d'un autre compose anticancereux. 

29 - Associations selon la revendication 28 caracterisees en ce que 
le compose anticancereux est choisi parmi les agents alkylants, les derives 
du platine, les agents antibiotiques, les agents antimicrotubules, les 

15 anthracyclines, les topoisomerases des groupes I et II, les fluoropyrimidines, 
les analogues de cytidine, les analogues d'adenosine, les enzymes et 
composes divers tels que la L-asparaginase, I'hydroxyuree, I'acide trans- 
retinoique, la suramine, I'irinotecan, le topotecan, la dexrazoxane, 
I'amifostine, I'herceptin ainsi que les hormones oetrogeniques, 

20 androgeniques. 

30 - Association therapeutique constitute d'un compose selon la 
revendication 1 et de radiations. 

31 - Associations selon Tune quelconque des revendications 29 a 30 
caracterisees en ce que chacun des composes ou des traitements est 

25 administre simultanement, separement ou sequentiellement. 
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